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ABSTRACT

Aim: In vitro assessment of antimicrobial activity sustained by two 
root canal sealers: RSA®, AH Plus® as well as LedermixN® paste 
upon Enterococcus faecalis using three different techniques. 
Method: Direct contact test (DCT). Sealers were placed on an 
acrylic surface. A E. faecalis suspension was inoculated and left 
in a microtube with 1 mL of BHI broth. Logarithmic dilutions were 
conducted spreading them in blood agar plates so as to quantify 
CFU’s (colony forming units) .Dilution test (DT). Sealers and paste 
were placed in a plastic cylinder. Bacteriae were inoculated in the 
culture broth and the same quantification procedure was undertaken. 
Agar dilution test (ADT). On a blood agar plate three wells were 
manufactured: they were filled with both cements. On the LedermixN 
paste surface a E. faecalis suspension was inoculated so as to 
assess growth inhibition areas. Results: In the Direct contact test, 
LedermixN paste showed higher antimicrobial activity percentage. 
Neither of both cements nor the paste presented antimicrobial 
activity in dilution and Agar dilution test. In the Agar dilution test, AH 
Plus sealer and LedermixN paste exhibited a hemolysis halo in the 
blood agar plates. Conclusions: Direct contact test technique was 
considered the most appropriate to assess antimicrobial effects of 
cements.

Palabras clave: Enterococcus faecalis, ADT (prueba en agar difusión), CDT (prueba de contacto directo), cemento sellador, actividad 
antimicrobiana, LedermixN.
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RESUMEN

Objetivo: Evaluar in vitro la actividad antimicrobiana de dos sella-
dores endodónticos RSA, AH Plus y de la pasta LedermixN sobre 
Enterococcus faecalis con tres diferentes técnicas. Método: Prue-
ba de contacto directo. En una superficie de acrílico se colocó el 
sellador y se inoculó una suspensión de E. faecalis, se dejó en un 
microtubo con 1mL de caldo BHI, se realizaron diluciones logarít-
micas sembrándose en placas de agar sangre para cuantificar las 
unidades formadoras de colonia. Prueba de dilución. Los selladores 
y la pasta se colocaron en un cilindro de plástico, la bacteria se 
inoculó en el caldo de cultivo y se realizó el mismo procedimiento de 
cuantificación. Prueba de dilución en agar. Se realizaron tres pozos 
en una placa de agar sangre y se rellenaron con los dos cementos, 
la pasta de LedermixN se inoculó una suspensión de E. faecalis 
en la superficie, para evaluar zonas de inhibición de crecimiento. 
Resultados: La pasta de Lesdermix N tuvo mayor porcentaje de 
actividad antimicrobiana en la prueba de contacto directo. Ningún 
cemento ni la pasta presentó actividad antimicrobiana en la prueba 
de dilución y en la prueba de dilución en agar; en ésta el sellador 
AH plus y la pasta LedermixN presentaron un halo de hemólisis en 
las placas de agar sangre. Conclusiones: La técnica de contacto 
directo es la más adecuada para evaluar el efecto antimicrobiano 
de los cementos.

INTRODUCCIÓN

La principal causa del fracaso en el tratamiento de 
conductos radiculares se debe a la supervivencia de 
microorganismos.

En una pulpa necrótica las condiciones son incier-
tas especialmente si todo el espacio pulpar ha sido 
infectado.

Las lesiones periapicales contienen una variedad 
de formas bacterianas, incluyendo bacilos anaerobios 
Gram negativos, cocos anaerobios Gram positivos y 



Revista Odontológica Mexicana 2013;17 (3): 156-160 157

estreptococos anaerobios facultativos.1,2 Las bacte-
rias no sólo están presentes en lesiones periapicales 
agudizadas, se han encontrado también en lesiones 
periapicales silenciosas y bien equilibradas.3

Dahlén y Bergenholtz4 confirman una fuerte asocia-
ción entre los niveles de LPS y la prevalencia de bac-
terias Gram negativas en pulpas necróticas. Algunos 
experimentos en animales han demostrado que las en-
dotoxinas colocadas en conductos radiculares vacíos 
y estériles producen lesiones periapicales. Schonfeld y 
colaboradores5 correlacionan la presencia de endotoxi-
nas a la inflamación en la región periapical;  sin embargo 
Yamasaki y asociados6 han demostrado que la lesión 
apical inflamatoria se desarrolla mucho antes de que la 
pulpa esté totalmente necrótica. Estos hallazgos brindan 
un gran soporte al concepto que los metabolitos bacte-
rianos y los productos de degradación juegan un papel 
relevante en la patogénesis de la periodontitis apical.

El Enterococcus faecalis es el microorganismo que 
con más frecuencia es aislado de los dientes con fra-
caso endodóntico (80 a 90%), lo que sugiere que es 
un patógeno cuya persistencia en el conducto radicu-
lar representa un problema terapéutico importante.7

E. faecalis está asociado con diferentes enferme-
dades periapicales incluyendo la infección primaria e 
infecciones persistentes. Dentro de la infección pri-
maria está asociado más frecuentemente con lesio-
nes periapicales crónicas asintomáticas que en perio-
dontitis apical aguda o en absceso periapical agudo. 
Se encuentra en el 40% de las infecciones primarias 
endodónticas y su frecuencia en lesiones periapicales 
persistentes es más alta. De hecho, se ha encontrado 
hasta nueve veces más E. faecalis en los tratamientos 
de conductos fracasados que en la infección primaria.8

Para eliminar la infección del sistema de conduc-
tos radiculares es necesario limpiar y conformarlos así 
como sellar tridimensionalmente eliminando espacios 
vacíos, que pueden tener un potencial para ser infec-
tados o reinfectados.

El cemento sellador es importante dentro del sella-
do de conductos, pues permite ocupar espacios don-
de la gutapercha y los irrigantes no alcanzan a pene-
trar debido a que en su fórmula, los cementos poseen 
componentes con propiedades antimicrobianas para 
actuar contra las bacterias que persisten después de 
la preparación del conducto radicular.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se utilizó en este estudio dos cementos AH Plus 
Cemento a base de resina epóxica, (Dentsply-Maille-
fer, USA), RSA-Roeko Seal Automix, cemento base 
de silicón (Whaledent International, USA).

La pasta LN-Ledermix N, es una pasta medicada 
con corticosteroides y antibiótico de amplio espectro 
(Lerder, Germany). Los cementos selladores y la pas-
ta fueron mezclados de acuerdo a las indicaciones del 
fabricante.

Se utilizó la cepa de Enterococcus faecalis ATCC 
29212, proporcionado por el Departamento de Salud 
Pública de la Facultad de Medicina de la UNAM.

PRUEBA DE CONTACTO DIRECTO (CDT)9

Se realizaron cuadros de acrílico autopolimerizable 
de 1x1 cm y de 0.5 cm de espesor. Se emplearon cin-
co cuadros por cada muestra evaluada, mismo que se 
aplicó sobre la superficie del acrílico. Una vez fragua-
do se inoculó una alícuota 10 µl de una suspensión 
de E. faecalis (1x108 UFC/mL) sobre la superficie las 
muestras. Los cuadros fueron colocados en microtu-
bos (eppendorf) individuales, con 1mL de caldo BHI 
(Bioxon) con NaCl al 6.5%.

Se tomaron 10µl de cada muestra y se realizaron 
cinco diluciones logarítmicas para evaluar el número 
de bacterias remanentes en cada tubo.

Una alícuota de 10µl de cada dilución se sembró 
(sembrado directo) en placas de agar sangre, determi-
nándose las unidades formadoras de colonia (UFC/mL).

Se utilizó otra técnica adicional para evaluar el 
crecimiento bacteriano, denominado aquí como «pla-
queado», la cual consistió en inocular 10µl de cada 
una de las diluciones sobre la superficie de la placa de 
agar sangre para extenderla inmediatamente con una 
varilla de vidrio y cuantificar las unidades formadoras 
de colonia desarrolladas.

Las placas fueron incubadas a 37°C durante 24 ho-
ras y cuantificadas las colonias de E. faecalis.

Los microtubos se incubaron 24 horas a 37°C. Al 
día siguiente se realizó el mismo procedimiento para 
evaluar nuevamente la cantidad de �����������������unidades formado-
ras de colonia en cada tubo.

PRUEBA DE DILUCIÓN

Los dos cementos selladores y la pasta se coloca-
ron dentro de un cilindro de plástico de 0.8 cm de diá-
metro y 0.5 cm de espesor.

El cilindro se colocó en un microtubo con 1 mL de 
caldo BHI con NaCl al 6.5%.

Se inocularon 20 µl de E. faecalis (1x108 UFC/mL) 
y se agitó. Después de cuatro horas, se realizaron 8 
diluciones logarítmicas, se tomó una alícuota de 10µl 
de cada una para ser sembrada en una placa de agar 
sangre que se incubó 24 horas a 37°C para cuantificar 
las UFC/mL de E. faecalis.
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Los microtubos fueron conservados en una incuba-
dora a 37°C durante 24 horas. Al día siguiente se rea-
lizó el mismo procedimiento para evaluar la cantidad 
de UFC en cada tubo.

PRUEBA DE DIFUSIÓN EN AGAR (ADT)10

En una placa de agar sangre se realizaron 3 pozos 
de 0.7 cm de diámetro y 0.5 cm de profundidad. Cada 
pozo fue rellenado con los cementos selladores y la 
pasta permitiendo el fraguado del mismo.

Una alícuota de 10µl E. faecalis (1x108 UFC/mL) 
fue inoculada sobre la superficie de la placa y se ex-
tendió homogéneamente.

El efecto antimicrobiano de cada material fue deter-
minado midiendo la zona de inhibición.

RESULTADOS

CONTACTO DIRECTO (CDT)

El cuadro I muestra la comparación de los porcen-
tajes de bacterias sobrevivientes al contacto directo a 
las cero horas evaluada por dos técnicas diferentes.

La columna de sembrado directo nos muestra LN 
sin crecimiento bacteriano, AH plus con un porcentaje 
< 1% y en el caso de RSA sobrevive el 20% de las 
bacterias con respecto al control.

Con el método de sembrado por plaqueado los re-
sultados fueron similares, a saber: LN se mantiene sin 
desarrollo bacteriano, el AH plus mantiene una ele-
vada actividad antimicrobiana con 1.7% y el sellador 
RSA sobrevive un 33%, resultando con un menor gra-
do de actividad antimicrobiana contra E. faecalis.

El cuadro II y la figura 1, muestra las bacterias so-
brevivientes en la placa de contacto directo ante el 
reto bactericida 0 horas y 24 horas en donde la pasta 
LN y el cemento AH plus presentaron mayor actividad 
antimicrobiana con respecto al cemento de RSA y con 
respecto al control. Sin embargo, con la incubación de 
24 horas, confirmamos que el LN eliminó a todas las 
bacterias, (manteniendo un 0%) mientras que para AH 
plus observamos un crecimiento de menor a 1% indi-
cando que las bacterias que sobrevivieron al contacto 
directo al tiempo de 0 horas crecieron y se multiplica-
ron, pero con RSA la cantidad de bacterias se incre-
mentó a un 92%, lo cual podría hablar de un efecto 
bacteriostático.

ANÁLISIS ESTADÍSTICOS

Los datos de UFC al tiempo 0 fueron utilizados para 
realizar una prueba de T para pruebas independientes 
siendo la p = 0.130153, por lo tanto, p > 0.05.

Cuadro I. Comparación de los porcentajes de bacterias 
sobrevivientes en la prueba de contacto directo evaluada 

por dos técnicas de sembrado a las cero horas.

Material

Porcentaje de bacterias sobrevivientes

sembrado directo plaqueado

LN 0% 0%
AH PLUS < 1% 1.7%
RSA 20% 33%
Control 100% 100%

Cuadro II. Bacterias sobrevivientes en la 
prueba de contacto directo a cero horas y 24 horas.

Porcentaje de bacterias sobrevivientes

Material 0 hrs 24 hrs

LN 0 0
AH PLUS < 1 < 1
RSA 20 92
CONTROL 100 100 Figura 1. Bacterias sobrevivientes en la prueba de contacto 

directo a 0 horas y 24 horas.
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PRUEBA DE DILUCIÓN

En esta prueba se observa el crecimiento bacte-
riano de E. faecalis en los cementos selladores y en 
la pasta; como resultado vemos el crecimiento de las 
UFC similar al del control, lo cual muestra que no hay 
actividad antimicrobiana (Cuadro III).

PRUEBA DE DIFUSIÓN EN AGAR (ADT)

En esta prueba ninguno de los dos cementos sella-
dores ni la pasta presentó algún efecto antimicrobiano 
debido a que no se observó halo de inhibición en la 
superficie del agar. Sin embargo, se observo un halo 
de hemólisis de 20 mm de diámetro con LN y AH plus.

DISCUSIÓN

El propósito de este estudio fue evaluar in vitro la 
actividad antimicrobiana de dos cementos selladores 
contra E. faecalis, utilizando las pruebas de contacto 
directo (CDT) agar difusión (ADT) y dilución.

La prueba de contacto directo evaluó el efecto an-
timicrobiano del cemento cuando la bacteria entra en 
contacto con la superficie del mismo. Los selladores 
examinados en este estudio mostraron diferentes 
efectos contra E. faecalis, LN mostró actividad antimi-
crobiana, seguida de AH plus y por último el cemen-
to sellador RSA, que contrastado con los resultados 
obtenidos con la técnica de ADT, no muestran dicho 
efecto. Sin embargo RSA tiene un menor efecto bajo 
estas condiciones experimentales; se sugiere que de-
bido a su rápida polimerización las sustancias de li-
beración secundaria son mínimas y que su excelente 
sellado se debe a la expansión que sufre, minimizan-
do su dilución.11,12

Funda y colaboradores10 también realizaron prue-
ba de CDT con AH plus y RSA contra E. faecalis; en 
este estudio AH plus si mostró actividad antimicrobia-
na y RSA no mostró ninguna, lo que concuerda con 
nuestros datos, sin embargo, ellos miden turbidez y no 
viabilidad, ya que en la turbidez puede ser reflejo del 

material desprendido, no necesariamente bacterias o 
si las hay, éstas pueden no ser viables. En nuestro 
estudio evaluamos viabilidad en los tubos de prueba 
demostrando con ello, mayor certeza del efecto anti-
microbiano del sellador.

En esta prueba observamos también que el cemen-
to RSA muestra un crecimiento bacteriano a las 24 
horas aumentando su porcentaje de 20 a 92%, lo cual 
nos hace pensar que dicho sellador podría tener un 
efecto bacteriostático, haciendo que las bacterias re-
manentes puedan crecer y aumentar dándonos dicho 
resultado.

La prueba de difusión en agar (ADT) es la técnica 
comúnmente utilizada para evaluar la actividad anti-
microbiana de los materiales dentales, esta técnica 
no depende sólo de la toxicidad del material sobre el 
microorganismo, sino también de la alta influencia de 
su difusión en el medio, la concentración del sellador 
a examinar, así como el tamaño y forma del agente 
antimicrobiano. Sin embargo, Funda y colaboradores10 
evaluaron con esta técnica al cemento sellador RSA y 
AHplus, donde AHplus mostró inhibición al crecimien-
to de E. faecalis; no se menciona el tamaño del halo 
de inhibición observado. En nuestro estudio ninguno 
de los dos cementos y la pasta evaluada mostró un 
halo de inhibición.

Mickel AK y asociados13 realizaron un estudio simi-
lar concordando con las observaciones realizadas en 
este estudio donde AHplus no muestra ninguna zona 
de inhibición para E. faecalis.

Aunque ninguno de los dos cementos y la pasta 
provocaron halo de inhibición, en este estudio, se ob-
serva en las placas de agar sangre con LN y AH plus 
una zona de hemólisis.

Esto nos permite señalar estudios como el de 
Leonardo, y colaboradores,14 Koulaouzidou y asocia-
dos,15 Peralta y su equipo,16 encontraron que AH plus 
si contiene formaldehído durante el proceso de poli-
merización, además de la citotoxicidad que se obser-
vó en cultivos de fibroblastos murinos donde existe 
la muerte de estos demostrando así una elevada ci-
totoxicidad.

Con estos estudios podemos señalar que la pre-
sencia de esta sustancia en el medio puede ocasionar 
la destrucción de los eritrocitos en las placas de agar 
sangre, esto mismo sucede con Ledermix, el cual ha 
sido reportado como una pasta con efecto antiinfla-
matorio por Pierce y colaboradores17 y como un buen 
material con efecto para aliviar el dolor por Chance y 
asociados18 y Lindskog19 indican que Ledermix actúa 
como un buen agente antimicrobiano. Abbott20 así ha 
indicado que lesiones asociadas al tratamiento con 
Ledermix aparecen con reparación.

Cuadro III. Prueba de dilución.

Material

Bacterias sobrevivientes UFC/ml

4hrs 24hrs

LN 7 X 106 4.4 X 108

AH PLUS 7 X 106 1.3 X 108

RSA 8 X 106 4.8 X 108

CONTROL 8 X 106 4.9 X 108
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Al realizar la prueba de dilución, observamos que 
los componentes de los cementos selladores no se 
pueden diluir fácilmente y así provocar un efecto anti-
microbiano, por lo cual no se observó efecto medible 
comparado con el control.

Se observa que existen características diferentes 
entre cada técnica, lo cual hace que una sea más 
sensible que otra. Aunque en la mayoría de estudios 
utilizamos estas técnicas existen otras aún más sen-
sibles para la detección de E. faecalis como la PCR 
reacción en cadena de la polimerasa, donde se ha 
encontrado un alto porcentaje de este microorganis-
mo, alrededor del 67-77%, comparado con un 24 a 
70% por cultivo.21,22

CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de este estudio, podemos 
concluir:

•	 De los dos cementos evaluados y la pasta en DCT, 
LN es el que presenta mayor actividad antimicro-
biana, RSA tiene la menor actividad y AH plus fue 
el que tuvo menor capacidad antimicrobiana que 
LN pero mayor que RSA.

•	 Ningún cemento sellador ni la pasta de LN presenta 
actividad antimicrobiana en la prueba de ADT. AH 
plus presenta una halo de hemólisis.

•	 La técnica de contacto directo es la más adecuada 
para evaluar el efecto antimicrobiano de cementos 
selladores.

•	 La actividad antimicrobiana no debe de ser el único 
parámetro de importancia para decidir la aplicación 
de un sellador de conductos radiculares sino tam-
bién el efecto citotóxico asociado que pueda pre-
sentar.
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